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1MMUNST1MULERANDE L1PIDFDRMULER1NG 



BAKCRUND 

Ett okat anul specifika antigen fra*n olika type* av organlsmor (ex tumoavllcr. bakterier, 
vim» och parasitcr) har producvrats genom kloningtekniker under de senaste aren. Fmcllertid 
wknar deasa antigencr oflast Jen nodvandiga irnmunogeruciteten trot» myckct hog speciiicitct. 

For art erhilla ett bra skydd vid vaccination bebov* darfor ftmmunstimuierande system som 
kan forstarka och aktivera immunsystemet mot dew*a svaga antigen. Dessa immunsttmulerandc 
system bcnamncs adjuvants. 

Adjuvant*, som f.n. anvandes nastan uteslutande i djurexperimentella sludier, innefattar en 
myckct heterogen grupp av substanser; oorganiska substansvr, oljevmulsioivor, laddadc 
polymerer, neutrala tmbstanser eller substanser frJn bakterier. 

F.n. pagAr omfattandc for*kning och utvecWing for att om mojligt U Kim ett sakert adjuvant 
mcd hog cifeknvitet for anvandntng pA manniska. Emcllertid saknas tdag fortfarande ett 
gcncrellt adjuvant for detta andamJU. 

Alufruruumhydroxid umt aluminiumfosfat - var de forsLi oorganiska subslansoma som 
anvandes som adjuvant pa manniska. Immunsvaret beror i detU fall delvis \\\ en sakta 
desorption av det utfalida antigenet fran ytan av parlikeln. Senare visadcs att fagocytcrande 
celler attrahcras av dessa alum-salter som aven delta forstarker immunsvaret. Emellertid ar 
dessa alumsalter inte sakra adjuvant eftersom det har rapporterats granulombildning * samband 
mod dess anvandning (Slater et at. BrJ.Dermatol.. (19H2) Vol. 107, sid. 103-10H.). Vidare, sa kan 
de ej anvandas vid alia typer av vaccination eftcrsom alia antigen ej kan adsorbera* pa" ytan av 
partikeln. 

1944 introducerade Frcund silt adjuvant som bestir av en blandning av o!|a, paraffin, 
detergenter samt avdodade bakterier Forstarkningen av immunsvaret ar aven i detta fall 
delvi* bcrovnde aven sakta utsondring av antigenet fran oljeemulslonen. FreuinJs adjuvant kan 
emcllcrlid ej anvandas pS manniska pga granulombildning, induccring av auto-immuna 
rcaktioner samt att nuneraloljorna som anvandes kvarstannar under king tid, Jtminstonc i djur. 
Dessutom ar de>* ef lekt svir att styra. Den aktiva substanscn t Freunds adjuvant har isolerats 
och strukturhostarnmt* visjJe sig vara N-acetyl muramyl-L- alaniniMiglutamin. som aven 
gar under namtvet muramyl-dipcpitd (MDP). 

Adjuvantcffekt avseende partikclstorlek av polymetakrylat- och polystyrcn-partiklar 
undersokte* pa mos> (Krvuter et al. Vaccine. (198©) vol 4, 125-129) genom att anvanda ovalbumin 
(som adsorberats till partikeln) som modellantigen och immunsvaret analyserades. 
Partikelstorlckar vaiicrade* mellan 62 och 306 nm. Mindre partiklar gav battre aduivanteffekt. 
De wni partiklarna ;av battre effekt an 0.2% AKOHh- Alia preparalioner gav Kittre rcspons 
an flytande pr epa rati oner. 
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Gonerellt kan sagas alt prakltskt tagot samtltg* Mag anvanda oelt teslado system lor all 
oka don immunologiska akttvttoton mot antigen ar I sig partiklar oiler biklar partiklar 
liUsammans nnxJ dntigonet. I boken "Vaccine Design - the subnnlt and adjuvant approach" (Id: 
Towtfll Ac Newman, Honum Tress. IW) boskrivet* Ing.ViMo samtliga Mai; kanda adjuvants KVIc 
avsvonde doras immunologiska sAval som doras kemiska ogonskapor. Man kan dar uilasa all 
over 80% av Mag anvanda adjuvants bestir * sig av partiklar ellor av polymoror som 
liUsammans mod antigen (*oftast pnttWner) bildar partiklar. IV typor av adjuvants som e|.i sig 
ar fwrtikolbildande ar en grupp substansor som lungerar aom immunok>giska signalsubstanser ivli 
som under normata betingolser bilda* eftor administering av partikiitara adjtivanlsNvstom. 

VM anvandandot av partikulara system som adjuvants assoctoras elter blandas of la 
antigenet mod oiler i on matns som har den egenhelon att don sikta skall brylas nor in vivo. Av 
Mor botydolso vM arboto inom dotta omrJdo ar att matrisen vM nedbrytning ej bildar oiler ger 
upphov till toxiska motabolitor. Vid val uttfrJm donna sUndpunkt blir nun darvM 
huvudsakli£on hanvisad till alt anvanda malriser som ar uppbyggda av kroppsegna subslanser. 
Med denna bakgnind finns ett antal nlika system alt arbota inom som upptyller dossa krav: 
mtiilk»yrapi)lymerer ( polyaminosyror (proloiner), kolhydrater, lipidor samt syntotiska 
polymoror som uppvisar biokompatibilitet och Ug oiler ingon toxicitol. Avon kombinationor av 
dossa gruppor av kroppsegna substansor oiler kombinationor av kroppsegna substansor ixh 
biokompatibta substansor kan anvandas. Lipidor ar Iwr att foredra oftorsom do alia uppvisar 
strukturor som gor alt do ar nedbrylbara in vivo samt ingJr som den vasenlligaste bosUndsdolon 
i alia biologiska membra n. 

Lipidor karaklarisoras som polara oiler icke-polara. IX* lipidor som Ha ar av vikt i donna 
uppfinning ar do polara enar do Iwr formaga att bilda partikulara syMem i vatlon. Man brukar 
aven dohmera dossa typor av lipidor som amlitila oftorsom do har on hydrofob »x*h on hydrofil 
del i sin molckyl oeh darigenom kan fungera som ytaktiva substansor. lixempel \\\ huvudgruppor 
av pobra lipidor ar moiu»-glyeorMor. letlsyror, fosfolipidor samt glyooslingolipidor I Vssa 
huvudgruppcr kan i sin tur ytterli^aro karaklarisoras bor«H*nde pa" acylkedjans ant.il kolatomcr 
stmt donna kolkodjas mattnadsgrad. lltersom antaloi kolatomor k4in varioras mollan 
huvudsakh^en h och 24 ixh anulot dubbelbinditingar k4in varioras mollan di»ss,i kolalonu*r finns 
ett naMan iMndligt antal kombinationor \\\ aeylkixl^ms komiska uppbyggnad. 

Do parlikulara hpid>yslomon I sin lur k.m indolas elter do olika K'lumningar v»m 
dtskutoras i don volonskapliga litteraturen s.>M»m lipt>M»nwr, emulsioiHT, eutxtMinuT. oix'hloatos. 
mi eel lor, ete. 

| mJnga system luin lipidonu I sig sjalva spontant bilda, oiler forma 1 s bilda, si.ibil,i system. 
F.mollertid. under vissa forhJIIanden rnaSto rrwin lillfora AiuUd ytaktiva subslanser f*»r att 
erhJIIla stabtla system. lX*ss*i ytaktiva substanser kan vara av icko-lipid karaktar men 
uppvisar denna typav foronmgars rypisk.i egonskapatt sJsom do ("iilara lipiderna ha en 



hydrofob och en hydrofii del i sin mnlkylstruktur. 

Ytterligare en faktor som har betydelse ar att lipider uppvisar olika fysikal-kemiska fasirr, 
dessa fatter har i olika testsystem visats ge okat upptag av biologiskt aktiva substanser efter 
administering till mucosan. 

I den klassiska immunologin och i samhand mod vaccination mot olika tyoor av infektiosa 
agens, ex. bakterier, virus cller parasiter har den fbrharskande dogmen varit att administrera 
vacdnet subkuUnt eller intramuskulart. Emcllertid har forskningen visat under do senaste aren 
att kroppcn har ett mycket effektivt immunologiskt system vara effekt huvudsakligen finns i - 
mucosan. Det har visats att man kan vaccinera genom art administrera vaccin oralt, rut salt 
rektalt eller vagina It. Pa samma salt som for de klassiska parenteral vaccinerna har visats 
att iven vid mucosavaccinering finns behov att forstarka det immunologiska svaret genom att 
tlllfdra adjuvants. 

Pa" samma satt som inom den klassiska immunologin dar vacciner (antigener) administreras 
parenteral^ ar det aven inom mucosal mmunologin av stort intresse att kunde styra 
immunsystemet mot utveckling av ett humoral t och /eller ett eel I u Hart svar. Om man er nailer 
ett humoral t svar skulle det vara vasentligt alt kunna siyra svaret sJ att en viss onskad 
antikroppsklass erhilles. For att eventuellt kunna na detta mal kan specifika 
immunstimulerande substanser tillforas samtidigt som blandningen av antigen och adjuvant. 

Olika typer av immunstimulerande substanser finns att utnyttja. Den ena typon ar proteincr, 
ex PHA, Con A, SEA eller olika typer av interferoner eller interleukiner. En annan typ av 
subsUns representeras av ovan namnda MDP. Ytterhgare grupper kan karaktariseras sasom 
lipidderivat eftersom de uppvisar molekylstrukturer som ar amfifila. Ett exempel pa sadan 
substans gAr under benamning MPL En annan likartad substansarQuil A. Ytterligare en rad 
substanser av samma kategori finns beskri vna i boken "Vaecitu? Design - the subunit and adjuvant 
approach** som diskutcras ovan. 

Det skulle vara utomordentligt vardefullt att kunna effektivisera immuniserings- 
procedurerna och gora det mojligt att immunisera patienter, att kunna styra den till dominansav 
en viss antikroppsk*ass eller subklass samt att kunna inducera ett starkt T-cell svar mot 
antigenet. 

Denna uppf inning tvlwindlar lipider som blandade med ett antigen okar immunsystemcts 
akbvitet mot antigenen och darigenom kan fungera som adjuvants I olika vaccinheredningar. I 
synnerhet innefattar uppf innfngen anvandning av en formulering for vaceinenng av mucosa n som 
immunologiskt kan aktiveras genom nasal, oral, vaginal eller rectal administrering. Emellertid 
visar uppfinningen att det beskrivna lipidsystemet aven fungerar utmarkt vid parenteral 
administering. 

I den vetenskapliga litteraturen finns rapporterat hur man med hjalp av olika p.irtikulara 
hpidsystem kan erhalla ett okat upptag av en biologiskt aktiv substans efter adminiMrering 



till mucoun hllsammans mod vissa lipid or. Som ett exempel kan namnas att Li & Mitra 
(Pharm.Res, vol 13:1, 199b) beskriver tillforsel av insulin till lungan blandat mod olika 
fosiolipidor i form av liposomer. Dv visar att effekten ffa ar beroendo p4 acylkedpns langd 
samt partikelns laddning. Optimal langd var ca 10 kolatomor och partikels laddning 
foretr ado* vis positiv. Avon negativt laddado system fungerade bra mod an noutrala system var 
samxe. 

P4 likarut salt har Uc Haan et at (Vaccine, 13:2, s. 155-162, 1995) blandat liposomer i>ch 
antigenet hemagglutinin. Blandningen admmistrcrados t nasan pJ rattor vareftor ett positivt 
immunologiskt svar kundc dctckteras. Gupta et al. (Vaccine, 14:3, 219-225, 1995) visa r att ondast 
en bland rung av difteritoxoid allsammans mod ett icke fosfolipid baserat liposomsystom som 
admiiustreras parenteralt till kaniner ger ett immunologiskt svar som motsvarar den befintliga 
produkten bestlende av Alum-adsorberad diftentoxoid. 

En hcl rad vetenskapliga rapport it hnns aven redovisade dar man or ha I lor goda 
immunologiska svar oiler administering av liposomer till mucosa n dar antigonon varit 
adsorber ado eller inncslutna t liposomes na. 

I en in vitro studio pa" on human coll linje fran en coloncancer (Caco-2) visar 1 »r.dmark ot al 
(J.rharm.Exp.Thor. 275, 95M-M, 1995) art basta ponotrerande offokt testat mod modellsubstanson 
mannitol or hallos mod en kolkedjelangd av 10 kolatomor. I detta fall bostod lipidema av sal tot 
av rena fettsyror. Don si or M Una blandningen av dossa lipider hllsammans mod vat ton bildar 
mi cot lor. Mod utnytt>ande av samma collinje kan nvan a von stud era to mate ten av borodningar. I 
ovanstaendo fall visade Lindmark att fettsyror n*od 12 kolatomor har on ovorlagson formlga att 
oka penotronngen a v mannitol genom Caco-2 cellerna utan att upp visa rulgra synbara U>xiska 
off ok tor. Don to* i ska off ok ton avlastos i dotta fall genom att stud era Caco-2 cellerna via 
eloktronmikroskopi. Ett an rut satt att avlasa toxicitet ar att studora vissa en/ymers funktion 
under pa verkan av sub>tansor som har for avsikt att oka penetreringen av biologiskt aktiva 
subsUnsor, s.k. enhuncors. Donna met* id gir allmannt under namnet MIT. 

Uf*>»»>rTxT tx>ta> av fosfolipider <<h tillvorkas gonum on tamligen omstandig pro* ess som 
bl a innvfattar urganiska kxtmngsmoUel. tX-ssutom hvtingar fosiolipidor ett hogt mkop^pns. I 
nodanstaVndi- tx^knvning av donna upplinning visas att ott Itkartat immunologiskt *v.ir kan 
cr ha) Us cndaM genom att bljnda antigen mod en lipidformulonng som innehAller mindro 
kumpltcerade hpidt-r vim tx tingar ott vasentligt lagre pns samt kan titlvorkas i kommorsioll 
skala pi ott mscki-t enke It salt. 

Donna uppfmning visar att endasl hUndrung av antigen hllsammans m«it adrkv.it.i lipider 
har formJga att stimuli-ra k/oppen alt bilda lit skyddando immunsvar. YtU-rli^are on fordo! 
som oV*nna cnkla mt-tod ft»r moJ sig ^ ml or I mod innoslutningsmeU»drr ar atl tnget rruittTial 
(antigen) gar forlorat i provt-s^en. Som oxompol kan namnas att vid inneslulntn>: av antigen j 
hpifsomor or ha lie* normal! 10-21)** utbyte av antigon. Ki*s(on forlora> I priHt*^** n 



Uttcraturuppgiftema ovan visar att man genom att cndast bland a tipoMi.ncT och antigen kan 
erhilla ett immunologic svar efter administrating till mucosan. 

Emellertid visar exemplen i denna upp finning att systcmet kai. gin as kommersiellt annu mcr 
tilltalande genom att anvanda lipider som ar stabilare, billigare och som pa ett mycket enklarc 
satt kan formuleras till ett partikulart system. 

Uppfinningen cxemplificras genom nigra cxempel som visar att principen att administrera 
ett antigen i kombination mod det beskriva liptdsystemct tungerar som ett adjuvant. 

Excmpiil 1. 

En suspension av monoolein tillverkades genom att tillfora 3 g monoolein till 50 ml 0,6% 
Pluronic 127 loaning i PBS varvfter blandningen sonikerades med en probesonicator (Branson) 
under 4 minuter. Den erhillna mjblkvita suspensionen bestir av partiklar mod en maximal 
storlek av ca 2 um. 

EMrmpri 2. 

En negativt laddad micellsuspenston av monoolein tillverkades genom att blanda 0,5 g 
oljesyra till 5 ml 0,35 M NaOH och sonikera med en prubesonikator under ca 5 sekunder. Darefter 
tillfordes ' y > g monoolein och 50 ml PBS varefter blaiklningen sonikerades med en probesonicator 
(Branson) under 4 minuter varefter pH justerades till mellan 8 och ** med 0,35 M NaOl I. Den 
erhillna helt genomskinliga och glasklara suspen-sionen bestir av partiklar med en maximal 
storlek av ca 0,2 um. 

Ewnpd 3. 

En positivt laddad micellsuspension av monoolein tillverkades genom att blanda 0,5 g 
laurylamin till 3,5 ml 0,5 M MCI och stmikera med en probesonikator under ca 5 sekunder. 
Darefter tillfordes 3 g monoolein och 50 ml vatten varefter blandningen sonikerades med en 
probesonicator (Branson) under 4 minuter varefter pH ju»terades till mellan 4 t»ch 5 med 0,5 M 
HO. Den erhillna helt genomskinliga och glasklara suspensionen bestir av partiklar mt\J en 
maximal storlek av ca 0,2 um. 

En blandmng mellan moiuiolein, Pluronic och diftentoxoid tillverkade enligt exempel I, gavs 
subkutant till mos* med efterfoljande subkuUn booster etter 21 dagar. Etlcr 30 dagar togs 
blodprover som analyscrade* avseende IgG-antikroppar mot difteritoxin saml anal>s av 
»kyddande ai\tikroppar genom en s.k. Verocell analys. Resultatet visade all hide IgT, tn h 
skyddande antikmppstitrar befann sig pi samma nivi som hos kontmlldjurcn som In k den 



bettntliga produktcn boUende av difteritoxotd adsorbeTat alumintumii»fat . 

EmnpdS, 

Samm* torn Exernpel 4 mcd rVilliud«n att booster* gav* nawlt I slallet f: r subkutant. Avcn 
h*r visade resulUtet avseende IgC wmt »kyddandc antikroppar att do erhillna titrama var 
pi umnvi nivi som den befintliga produktcn, 

Samma som Exempct 4, mod *killnaden att bida adnrunisbvringarna gavs nasalt samt att 
rCTB hUfordes bland ningen. Avon har visade rcMiltatct avwende IgC antikroppar att do 
erhillna titrama var pi samma nivi som den befintliga produktcn. 

En blandning mcllan rnonoolctn och oljesyra I form av on rniccll*uspcn*ion blandadcs mcd 
diftcritoxoid och rCTB och gavs nasalt till mo»» mcd nasal booster efter 21 dagar. Efter 30 dagar 
tog* blodprovcr som analyMTadcs avscende IgC-antikroppar mot dittcritoxin. RcMiltatet visade 
att IgC antikroppstitrar befann sig pi samma nivi pmfort mcd kontrolldjurcn som lick den 
befintliga produktcn bestiende av diftcritoxoid adsorbcrat pi Aluminiumfosfat. 

For att utrona toxicttctcn av do Iramstallda lipidformuleringarna ad mi nistrcrades dessa i 
nasan pi ritlor vaster vid olika tidpunktcr rittorna avlivadcs och den nasala slemhinnan 
Iri preparer a dcs. Prcparaten granskadc* clicr largning mcd hjalp av I jus- och 
fluoreacensmtkroskopi samt mcd svorvlektronmikroskopi (SEM). Endast monoolcin/plumnic 
suspensionen uppvisadc latUrc lorandringar av cilicr synbara I SEM. Inga toxiska effekter 
kunde obscrvera* vkl den I jus- cllcr fluoa^vnsmikroskoptska undcroknlngen. 

Cact>2 cvller, xim ar en human cclltnjc (coloncanccr) som vaxer ut som ctt monolayer av 
opt tell iknandc ccllcr. Den anvandes mycket frekvent for att utrona olika subMaiiM-rs formica 
att pivcrka transport av biologt»kt aktiva substanser genom cpitclceller och har i ctt anlal 
expencmcntella system vtsal sig gc mycket god korrelation till in vivo data avscende upptag 
Irin tarmcn. Som markor av transport genom cvllerna anvandes Na -fluorescein ih h mannttol. 
Expcnmcnten visade att hpidlormukilngarna ger en okning av transporten genom cvllerna vid 
kkc tuxi»ka konccntrat toner vilka botamdes genom den s.k. MTT metoden. 
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1. ImmunMunuliTandc syMrm. kannrteeknat av, att auti^ciuT ar W.iiul.utc mux) rit p.ir ttV til.iri 
lipid*ystcm. 

2. ImmunNtimuliT.iiuli* syMrm enlist krav 1, kannrtriknat av, .it t dot (Mrtikul.ir.i 
lipid NyMonu*t hoMar av on ollor Mora (x>lara hpidor i on vattontas. 

3. ImmunMtmulorando system enlist krav 2, kannrtecknal av, att do j»lara lipuKrn.i komuuT 
ur iu\>;on av >;ruppema mono^lyvomier. lettsyror, ollor don vat av dessa. 

4. Immunslimulorandi* system enlist Wrav I, kannrlecknat av, alt dot (Mrtikulara 
hpidsystemet heM.tr av i*n hhmdnin>; av en eller flora |H>lara lipidrr s.imt rn eller Hera 
ytaktiva substanser i i'n vattontas 

5. Immunstimulorande system enh^t krav 1-4. kartnt'tecknat a/, att tilt dot parttkulara 
lipidsystonu't luir tilllorts ylterh^aro tmmunolopskt stnmilerando suhstans. 
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SAMMANFATTNING 

Ett immurLsbmulcranJo syMirm h^krives. van an lienor uch immunMimuUTandc su^tinnf 
blandas nxxi ctt lipid»ystem, »*>m vid in vivo anvamJnmg %vr ctt forsturM immunsv*ir mttt 
antigenct. 
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